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© Verfahren zur Herstellung vitaler Wirkstoff-beladener Humanerythrozyten. 

© Es wird ein Verfahren zum Herstellen Wirkstoff-beladener Humanerythrozyten durch Elektroporation, Versie- 
geln und Rejuveniiisieren aus Humanblut isolierter Erythrozyten beschrieben, welches vitale Erythrozyten mit 
gegenuber Normalerythrozyten unveranderten Stoffwechseleigenschaften, Oberflachenantigenen und Partikel- 
gro/ten liefert. Das Verfahren ist insbesondere zur Herstellung Inositolhexaphosphat-beladener Erythrozyten mit 
erhohter Sauerstoff-Abgabebereitschaft geeignet 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Herstellen vitaier Wirkstoff-beladener Humanerythrozyten, bei 
welchem die Erythrozytenmembranen durch elektrische Impulse mit Poren versehen und die porosen 
Erythrozyten mit dem jeweils gewunschten Wirkstoff beladen und anschlietfend versiegelt und rejuvenilisiert 
werden. Vorzugsweise werden die Erythrozyten mit einem allosterischen Hamoglobinaktivator wie fnositol- 
5 hexaphosphat beladen, urn auf diese Weise ein klinisch verwendbares Erythrozytenpraparat mit erhohter 
Fahigkeit zur Sauerstoffabgabe zu schaffen. 

Die Verwendung von Erythrozyten als Carrier fur Wirkstoffe und insbesondere die Beladung von 
Erythrozyten mit allosterischen Hamoglobinaktivatoren zur Steigerung der Sauerstoff-Abgabebereitschaft, ist 
in der Literatur wiederholt diskutiert worden. Von Gersonde (vgl. K Gersonde und C. Nicoiau "Improvement 
/o of the Red Blood Cell 0 2 Release by Lipid Vesicle-mediated Incorporation of Inositol Hexaphosphate", Blut 
,39, Seiten 1 bis 7 (1979)) ist erstmals ein Verfahren zum Beladen menschlicher Erythrozyten mit 
Inositolhexaphosphat (IHP) beschrieben worden. Der Wirkstoff wurde in Lipidvesikel eingeschlossen und 
durch Phagozytose in menschliche Erythrozyten eingeschleust. Da reife Erythrozyten jedoch nur noch eine 
geringe Phagozytosefahigkeit aufweisen, kann auf diese Weise nur eine niedrige Beladungsfrequenz mit 
75 schlecht reproduzierbaren Ergebnissen erreicht werden. 

In erheblichem Umfang Wirkstoff-beladene Erythrozyten wurden erstmals von Ropars (vgl. EP 101 341 
sowie C. Ropars, M. Chassaigene, M.C. Villereal, G. Avenard, C. Hurel und C. Nicoiau "Resealed Red 
Blood Cells as a New Blood Transfusion Product", Biblthca.haemat. 51. Seiten 82 bis 91 (1985)) hergesteilt. 
Das von Ropars verwendete Verfahren beruht auf einer im wesentlichen vollstandigen Lysis der Zelfmem- 
20 bran mit nachfolgender Reorganisation und damit einhergehendem EinschluG des in dem Gemisch vorhan- 
denem Wirkstoffes nach dem Zufallsprinzip. Bei der Reorganisation gehen jedoch zwangslaufig Zell- 
Inhaltsstoffe verloren. Ein erheblicher Teil der erhaltenen Zellen ist demgemafl gegenuber den Ausgangs- 
zellen im Durchmesser verandert (vgl. Abbildung 6) und weist eine geringere Uberlebensdauer auf. Ferner 
haben erste klinische Studien (vgl. A. Zanella, F. Rosse. L. Sabbioneda, A. Brovelli, und G. Sirchia, 
25 "Desferoxamine Entrapment in Standard Red Cell Concentrates", Transfusion, Band 27, Nummer 6, Seite 
528 (1987)) gezeigt, dafl die nach dem Ropars -Verfahren hergestellten Erythrozyten einen Methamoglobin- 
anteil von etwa 50% aufweisen. Dies bedeutet, da/J die Halfte des Hamoglobins dieser Zellen nicht fur den 
Sauerstofftransport zur Verfugung steht. Der angestrebte Erfolg, namlich ein Transfusionspraparat mit 
erhohter Sauerstoffkapazitat und Abgabebereitschaft. ist damit zunichte gemacht. 
30 Es ist demgemafi Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zur Herstellung von Wirkstoff-beladenen 
Erythrozyten zu schaffen, bei welchem die Nachteile der oben beschriebenen Verfahren, insbesondere der 
Verlust von Hamoglobin und die Bildung von Methamoglobin, vermieden werden und welches Erythrozyten 
mit normaler Grd/tenverteilung und Vitalitat und mit normalen immunologischen Eigenschaften der Mem- 
branoberflache liefert. 

35 Zur Losung der Aufgabe wird das Verfahren nach Anspruch 1 vorgeschlagen; die Anspruche 2 bis 7 
betreffen bevorzugte Ausfuhrungsformen. 

Die Beladung von Erythrozyten uber elektrisch induzierte Poren als Alternative zur vollstandigen 
hypotonen Lyse ist bereits von Kinosita und Tsong (vgl. Nature 268, 438 bis 441 (1977), Nature 272, 258 
bis 260 (1978) und Bioblthca Hemat. !H. 198 bis 1 14 (1985)) vorgeschlagen worden. Die Autoren schleusten 

40 Sucrose mittels elektrischer Pulse in Erythrozyten ein; die anschlie/Jend versiegelten Erythrozyten konnten 3 
Tage lang in vitro getagert werden. Nach dem beschriebenen Verfahren wurde die Porenbildung in 
isotonem Inkubationsmedium (bezogen auf Serum) induziert. wobei das Medium etwa 0.9% Natriumchlorid 
enthielt und das Verhaltnis von Na*:Ka*-lonen etwa 19:1 betrug. Die Versiegelung der beladenen Erythrozy- 
ten wurde von den Autoren durch Erwarmen des Mediums auf 37 'C in Gegenwart von Stachyose als 

*-5 osmotischen Balancer durchgefuhrt. Nur 60% der auf diese Weise versiegelten Erythrozyten uberlebten 
jedoch eine 3-tagige in vitro Inkubation bei 37* C in einem simulierten physiologischen Medium. 

Das Verfahren wurde von den Autoren seibst nicht weiterverfolgt und in einer Gegenuberstellung der 
bis zum Jahre 1985 bekannten Verfahren zur Herstellung von Carrier-Erythrozyten (Bioblthca Hemat. 51. 15 
bis 24 (1985)) wird die isoosmotische Elektrodenporation als unbefriedigend bezeichnet. da sie zu staFkem 

so Hamoglobinverlust und geringer Wirkstoffaufnahme fuhre (vgl. Seite 17- 18). 

Ausgehend von diesen Untersuchungen hat es sich erfindungsgema/3 uberraschenderweise gezeigt, 
dafl Wirkstoff-beladene Humanerythrozyten mit ausgezeichneter Vitalitat und normalen immunologischen 
Membraneigenschaften hergesteilt werden konnen, wenn man Elektroporation. Beladung und Versiegelung 
jeweils in den erfindungsgema/ten Medien durchfuhrt. Die nachfolgende Rejuvenilisierung kann nach 

55 bekannten Verfahren erfolgen. 

Fur die Beladung mit Wirkstoffen geeignete Erythrozyten konnen nach bekannten Verfahren beispiels- 
weise durch Filtration aus Blutkonserven gewonnen werden. Vorzugsweise werden die Erythrozyten nach 
der Filtration in physiologischer Kochsaizlosung gewaschen. 
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Gesunde Erythrozyten weisen einen mittleren Durchmesser von 6.4 urn t 1,9 urn sowie eine symmetri- 
sche Groflenverteilungskurve auf . Diese kann durch Streulichtsignale eines . Laser-Hamatologiezahlers 
(beispielsweise ELT 15 Ortho Instruments) ermitteit und sichtbar gemacht werden. 

Das Gerat ermoglicht die Aufzeichnung der Histogramme von Thrombozyten (PLT). Erythrozyten (RBC) 
5 und Leukozyten (WBC). Die Normalverteilungen von Vollblut sowie einer filtrierten und mit physiologischer 
NaCI-Lcsung gewaschenen Erythrozytensuspension sind in den Abbildungen 1 und 2 wiedergegeben. 
Letztere dient als Standard fur die Beurteilung der nach dem erfindungsgema/ten Verfahren hergestellten 
Erythrozyten. 

Fur die erfindungsgema/te Elektroporation werden die Erythrozyten von der physiologischen Kochsalz- 
w losung beispielsweise durch Zentrifugieren abgetrennt und in einer Konzentration von beispielsweise 40 b«s 
80 Vol.%, vorzugsweise 50 Vol.% in dem erfindungsgema/ten Elektroporations-Medium suspendiert. Entge- 
gen den im Stand der Technik in dieser Stufe. verwendeten, bezogen auf die Serumosmolaritat isotonen 
Medien mit hohem Natriumgehalt wird erfindungsgemafl ein leicht hypertones Medium eingesetzt. welches 
ein Na -K -Verhaltnis von 3:1 bis 1:3 aufweist. Die Osmolaritat des erfindungsgema/ten Mediums betragt 
75 290 bis 500 mOsmol/l, vorzugsweise 400 bis 450 mOsmoU und die Leitfahigkeit etwa 5 bis 8 mS. 

Als besonders geeignetes Medium hat sich in dieser Stufe Sterofundin R B erwiesen. welches die 
nachfolgend angegebene Zusammensetzung aufweist: 
etwa 54 mMol/1 Na*, 
etwa 24 mMol/1 K*, 
20 etwa 2,5 mMol/1 Mg**, 
etwa 51 mMol/l CI*- 
etwa 25 mMol/1 Lactat" und 
etwa 7,5 mMol/1 H 2 PCr* 
etwa 50 g/l Glucose. 

25 Die Temperatur des Mediums kann 0 bis 8 # C, vorzugsweise 0 bis 4 # C und in besonders bevorzugter 
Weise 1 bis 3*C betragen. Die angewandte Pulsenergie hangt von der gewunschten Porengro/te und damit 
von der Gro/te des fur die Beladung vorgesehenen Wirkstoff moleku Is ab. 

Erfindungsgema/3 kommen als Wirkstoffe solche pharmazeutisch wirksamen Substanzen in Betracht, 
welche die intakte Erythrozytenmembran nicht permeieren konnen. Gema/3 einer besonders bevorzugten 

30 Ausfuhrungsform der Erfindung werden die Erythrozyten mit einem allosterischen Hamoglobinaktivator und 
insbesondere mit Inositolhexaphosphat beladen. Fur diesen Fall hat sich bei der Elektroporation eine 
Feldstarke von 1 bis 6 kV/cm, vorzugsweise von 3 bis 4 kV/cm bei einer Pulsdauer von 20 bis 100 us, 
vorzugsweise von 60 bis 90 us und insbesondere von 80 us als besonders geeignet erwiesen. 

Nach Induktion der Poren werden die Erythrozyten mit der Wirkstoff losung in. Kontakt gebracht, wobei 

35 der Wirkstoff vorzugsweise dem ElektroDorations-Medium direkt zugesetzt wird. Die Erythrozyten konnen 
zwar auch zunachst von dem Porations-Medium abgetrennt und anschlie/tend in frischem, den Wirkstoff 
enthaltenden Medium suspendiert werden. In diesem Fall mufl jedoch Sorge dafur getragen werden, daJ3 
die in aufierst labilem Zustand befindlichen Membranen nicht irritiert werden. 

Es ist ausschlaggebend, die Temperatur des Mediums in dieser Verfahren sstufe bei 0 bis 8*C und 

40 vorzugsweise bei 4*C zu halten, da die Poren nur bei niedrigen Temperaturen geoffnet bleiben. Die 
Zusammensetzung des Mediums wahrend der Beladung sollte bezuglich des Verhaltnisses von Na*:K*- 
lonen etwa dem Porationsmedium entsprechen. Insbesondere darf die Konzentration der Na*-lonen die 
angegebene Obergrenze nicht ubersteigen. Wird demgemai5 ein Wirkstoff verwendet, der Na*-lonen in das 
Medium entlassen kann, so mufl dieser zunachst in die Kaliumform uberfuhrt werden. Dies gilt insbesonde- 

45 re fur das erfindungsgemaj3 bevorzugte Inositolhexaphosphat. Dieses ist als stark basisches Natriumsalz 
(Nai 2 IHP) im Handel erhaltlich. Zur Herstellung einer natriumarmen Losung des Wirkstoffes kann dieser in 
Wasser gelost und solange mit saurem lonenaustauschharz (beispielsweise Dowfax R 50W-X16) versetzt 
werden, bis der pH-Wert auf etwa 1 bis 2 gefallen ist. Nach Abtrennen des lonenaustauschers kann das 
klare Filtrat mit Kaliumhydroxid neutralisiert werden. 

so Gemafl einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden die permeablen Erythrozyten zur Beladung 15 bis 
30 Minuten lang in einem Medium inkubiert. welches aus 2 Teilen des erfindungsgemaflen Porationsme- 
diums wie beispielsweise Sterofundin® und 1 Teil der oben beschriebenen Losung von Inositolhexa- 
phosphat bei einer IHP-Konzentration von etwa 5% bezogen auf dass Gesamtmedium besteht. 

Im AnschluB an die Inkubation werden die Zellen von dem Medium beispielsweise durch Zentrifugieren 

55 abgetrennt, und anschlietfend bei 36 bis 41 *C, vorzugsweise bei 37' C in dem erfindungsgema/ten 
Versiegelungs-Medium versiegelt. Die Zusammensetzung dieses Mediums tragt wesentlich zu dem erfin- 
dungsgemafl erzielten Erfolg bei. Im Gegensatz zu den im Stand der Technik bisher fur die Versiegelung 
verwendeten Medien auf Basis physiologischer Kochsalzlosung, sind in dem erfindungsgemafl verwendeten 
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Medium keine oder nur eine geringe Menge Natrium ionen vorhanden, wahrend es eine hohe Kaliumionen- 
Konzentration aufweist. 

Uberraschenderweise hat es sich namlich erfindungsgemafl gezeigt, da/3 die Versiegelung der Erythro- 
zyten ohne Hamoglobinverlust und ohne Verlust sonstiger Zellinhaltsstoffe erfolgt. wenn man ein Medium 
verwendet, welches 80 bis 100 mVal/l K*-lonen und 0 bis 20 mVal Na*-lonen enthalt. Zusatzlich mufl in 
dem Medium ein Schutzkolloid vorhanden sein. Als solches hat sich Humanalbumin in einer Menge von 25 
bis 35 Gew.%, vorzugsweise 30 Gew.% bezogen auf das Medium besonders bewahrt. Anstelle von 
Humanalbumin konnen auch Humanalbumin-Ersatzstoffe mit den gleichen osmotischen Eigenschaften 
eingesetzt werden. 

Vorzugsweise enthalt das erfindungsgema/te Versiegelungsmedium ferner etwa 1 bis 5 mVal und 
vorzugsweise 3 mVal/l Mg*-!onen sowie gegebenenfalls 5 bis 20 mMol/l L-Ascorbinsaure und weitere 
ubliche Bestandteile. wobei die Anionen in dem Medium vorzugsweise durch 1,5 bis 2,5 mMo!/l anorgani- 
sche Phosphationen gebiidet und der verbleibende Teil durch Chlorionen gestellt werden kann. 

Gemafl einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird ein Versiegelungsmedium 
der folgenden Zusammensetzung verwendet: 
0,1 Mol Kaliumchlorid 
0,012 Mol Na-di-hydrogenphosphat 
0,01 Mol L-Ascorbinsaure 
0,003 Mol Magnesiumchlorid 

30 Gew.% bezogen auf das Endvoiumen der Ldsung entsalzenes Humanalbumin. 

Da kommerziell erhaltliches Albumin gro/te NaCI-Mengen enthalt. mufl es zunachst beispielsweise in 
einer Filterkammer mit entsprechenden Filtermembranen (beispielsweise Omegacell Filterkammer, Filtron, 
Membran 30 K-Dalton) entsalzen werden. 

Zum Versiegeln werden die Erythrozyten etwa 60 Minuten lang bei 37 - 41* C in dem erfindungsgema- 
Zten Medium inkubiert Vorzugsweise wird der Ansatz anschlietfend 12 bis 24 Stunden lang kuhl gehalten. 

Zur Rekonstitution des Stoffwechsels der beladenen Erythrozyten ist eine Rejuvenilisierung erforderlich. 
In dieser Stufe konnen die in der Transfusionsmedizin bekannten Verfahren zur Rekonstitution des ATP- 
und 2,3 DPG-Spiegels gelagerter Erythrozyten dienen. Durch die Rejuvenilisierung erhalten die gelagerten 
Erythrozyten ihre normale Sauerstofftransportfahigkeit und Verformbarkeit zuruck. 

Die Rejuvenilisierung kann sowohl bei erhohter Temperatur, wie beispielsweise 37* C, uber einen 
Zeitraum von 30 bis 60 Minuten als auch uber mehrere Stunden bei niedriger Temperatur, wie beispielswei- 
se 4 C, erfolgen. Als besonders vorteilhaft hat sich die Rejuvenilisierung bei etwa 4 bis 8* C unter Zusatz 
eines Medius erwiesen, welches die folgende Zusammensetzung aufweist: 



Glucose 


3,44 g/l 


Inosin 


26,8 g/l 


Na-Pyruvat 


13,75 g/l 


Adenin 


0,675 g/l 


Di-Na-hydrogenphosphat 7H 2 0 


55.0 g/l 


Benzylalkohol 


10,0 g/l. 



Dieses Medium kann dem Versiegelungsmedium beispielsweise im Verhaltnis von etwa 0.3 zu 1 
zugegeben werden. 

Selbstverstandlich mufl der pH-Wert samtlicher in dem erfindung sgemafien Verfahren verwendeter 
Medien im physiologischen Bereich. d. h. im Bereich von etwa 6 bis 7.5 liegen. 

Die nach dem erfindungsgemaflen Verfahren hergesteiiten Erythrozyten. weisen eine Partikelverteilungs- 
kurve auf, welche vollstandig mit derjenigen gesunder. unbehandelter Erythrozyten ubereinstimmt (vgl. 
Abbildungen 3 und 4). Im Gegensatz dazu werden nach dem von Ropars beschriebenen Verfahren Partikel 
mit einer sehr heterogenen Verteilungskurve gefunden. die zum einen deutliche Verschiebungen in den 
kleineren Partikelbereich und zum anderen eine Partikelfraktion aufweist. die bereits im Lymphozytenkanal 
erscheint, wobei alterdings die hier gezahlten Partikel etwas kleiner sind als Lymphozyten (vgl. Abbildung 
6). 

Ferner konnte gezeigt werden. dai* der ATP-Gehalt der nach dem erfindungsgemaflen Verfahren 
beladenen Erythrozyten mit demjenigen der Ausgangserythrozyten identisch ist. Nach der Rejuvenilisierung 
wurde erfindungsgemafl eine ATP-Neusynthese von fast 3 uMol ATP/g Hamoglobin gefunden. Dieses 
Ergebnis laflt den Schlu/3 auf einen intakten Stoffwechset der rejuvenilisierten Erythrozyten zu. 

Schliefllich zeigte auch die Uberprufung der Oberflachenantigenstruktur der erfindungsgemafl behandel- 
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ten Erythrozyten eine vollstandige Uberetnstimmung mit den Ausgangserythrozyten. 

Mit dem erfindungsgema/ten Verfahren ist es demgema/3 moglich, durch Elektroporation Erythrozyten 
mit Wirkstoffen zu beladen und ohne Hamoglobinverlust zu versiegeln und zu rejuvenilisieren. um auf diese 
Weise beladene Erythrozyten mit intaktem Stoffwechsel, normaler Gro/tenverteilung und normaler Uberle- 
s benszeit zu schaffen. 

Eine fiir die Durchfuhrung der Elektroporation geeignete Vorrichtung weist mindestens einen Pulsgene- 
rator und eine Porationskammer auf. Der Pulsgenerator liefert vorzugsweise elektrische Feldimpulse einer 
Feldstarke im Bereich von 1 bis 6 kVcm mit einer Dauer im Bereich von 10 bis 100 Mikrosekunden. Die 
Porationskammer weist ein Volumen von vorzugsweise mindestens tOO ml auf und ist so konstruiert. dafl 

io alle Erythrozyten der gleichen Feldstarke ausgesetzt sind. 

Eine erfindungsgemafl verwendbare Porationskammer ist in Abbildung 7 wiedergegeben. Teil (a) zeigt 
einen Langsschnitt durch die Porationskammer und Teil (b) einen Querschnitt durch die Achse A-A aus Teil 
(a). Ein Probenraum 1 wird von einer ersten Elektrode 2, einer zweiten Elektrode 3 und vier Seitenwanden 
4, 5, 6, 7 gebildet. An der Seitenwand 6 ist ein Einlafl 8 und an der Seitenwand 7 ein Auslafl 9 fur die 

is Erythrozytensuspension angebracht. Die Seitenwande 4, 5, 6, 7 bestehen aus einem elektrisch isolierenden 
Material, vorzugsweise aus einem fur die Erythrozyten nicht toxischen Kunststoff, der sterilisierbar ist. Die 
Elektroden 2 und 3 sind jeweils an einen Pol des Pulsgenerators angeschlossen. Da die Elektroden 2 und 3 
parallel zueinander angeordnet sind und ihre Ma/te in Langs- und Querrichtung gro/ter sind als ihr 
gegenseitiger Abstand. ist das zwischen ihnen bei Anliegen eines Impulses bestehende elektrische Feld bis 

20 auf Randeffekte weitgehend homogen. Alle Erythrozyten sind somit im wesentlichen der gleichen Feldstar- 
ke ausgesetzt. 

Die Temperatur innerhalb der Porationskammer sollte etwa 0 bis 8*C, vorzugsweise 0 bis 4 und 
insbesondere etwa 2*0 betragen. 

Gema/3 einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung wird die Porationskammer auto- 
25 matisch mit der Erythrozytensuspension in dem erfindungsgema/ten Medium befullt. wobei die Erythrozy- 
tenkonzentration etwa 50 bis 80 Vol.% betragen kann. Nach erfolgter Elektroporation wird die Porationskam- 
mer ebenfalls automatisch entleert und selbsttatig gereinigt bzw. sterilisiert. 

Die Porationskammer kann ferner als Einweg-Behalter ausgestaltet sein. In diesem Fall konnen die 
Erythrozyten vor der Elektroporation in dem Einweg-Behalter durch Zentrifugieren von der physiologischen 
30 Kochsalzlosung abgetrennt, in dem erfindungsgema/ten Elektroporations-Medium suspendiert und mit dem 
EinwegBehalter in die Elektroporations-Vorrichtung eingesetzt werden. 

Die Abtrennung der Erythrozyten von der physiologischen Kochsalzlosung nach dem Waschen kann 
auch nach anderen Verfahren wie beispielsweise durch Filtrieren erfolgen. In letzterem Falle kann das Filtrat 
anschlie/tend mit dem Elektroporations-Medium durchspult und dieser Schicht automatisch in einem der 
35 Elektroporatons-Vorrichtungvorgeschalteten Gerateteil durchgefuhrt werden. 

Die nachfolgenden Verfahrensstufen, d.h., das Beladen der Erythrozvten mit Wirkstoffen, das Versiegeln 
der Erythrozyten und das Rejuvenilisieren, werden voneiihatterweise automatisch in Vorrichtungen durchge- 
fuhrt, die der Elektroporations-Vorrichtung nachgeschaltet sind. Dazu mussen die den einzelnen Verfahrens- 
stufen entsprechenden Gerateteile die jeweils geeignete Temperatur aufweisen und mit dem jeweils 
40 geeigneten Medium beschickt sein. Die Erythrozytensuspension kann taktweise Oder intermittierend durch 
die Gesamtvorrichtung geleitet werden, so dafl ein quasi-kontinuierlicher Betrieb moglich ist. 

Das erfindungsgema/te Verfahren eignet sich grundsatzlich zur Beladung von Erythrozyten mit alien 
jenen Wirkstoffen, die per se nicht in der Lage sind, die intakte Zellmembran zu permeieren. Die gemafl 
einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung mit allosterischen Hamoglobinaktivatoren und 
45 insbesondere mit Inositolhexaphosphat beladenen Erythrozyten geben Sauerstoff leichter und in grb/terer 
Menge ab, als dies bei normalen Erythrozyten der Fall ist. Dadurch kann mit den erfindungsgema/ten, IHP- 
beladenen Erythrozyten schon bei relativ niedrigen Hamatokritwerten eine normale Sauerstoffversorgung 
des Gewebes gewahrleistet werden. Der niedrige Hamatokritwert ermoglicht wegen der daraus resultieren- 
deh geringen Viskositat des Blutes eine erfolgreiche Schocktherapie, da bei verbesserter Flie/3geschwindig- 
so keit des Blutes auch wieder mehr Sauerstofftrager in die verengten Kapillaren transportiert werden konnen. 

Die erfindungsgema/5 hergestellten Erythrozyten mit erhohter Sauerstoffabgabebereitschaft sind ferner 
ein wertvolles therapeutisches Mittel fur die Sauerstoffversorgung in Infarktgebieten sowie zur Behandlung 
von Tumorzellen mit ausschliefllich anaerobem Stoffwechsel. Letztere werden zu einer schnellen Teilung 
angeregt und damit die Sensitivitat gegenuber Cytostatika und Strahlen in einem ubersauerten Stofwechsel- 
55 milieu gesteigert. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen erlautert. 

Beispiel 1 
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Bestimmung der Normalverteilung von Thrombozyten, Erythrozyten und Leukozyten. 

Die normale Groflenverteilung von Thrombozyten (pit). Erythrozyten (rbc) und Leukozyten (wbc) wurde 
durch Aufzeichnung der entsprechenden Streulichtsignale eines Laser-Hamatoiogiezahlers (ELT 15 Ortho 
Instruments) in Histogramm-Form ermitttelt. 

Zu diesem Zweck wurde eine von einem gesunden mannlichen Erstspender stammende Blutprobe 
durch die Metfzelle des Gerats gefuhrt. in der die Partikel im Flussigkeitsstrom hydrodynamisch fokussiert 
werden. Damit konnen die Blutzellen einzeln vom Laserstrahl, der die Mefizelle durchstrahlt, erfa/H werden. 
Ein Teil des Laserfichts wird an den Partikeln gestreut, wobei die Intensitat des Streulichtsignals von der 
Partikelgro/te abhangig ist. Dieses Streulichtsignal wird von einem Detektor erfa/H. der in einem Winkei von 
90 zum Laserstrahl angeordnet ist. Die Ergebnisse der Normal-Gr6/3enverteilung im Thrombozyten-, 
Erythrozyten- und Leukozytenkanal sind in Abbildung 1 wiedergegeben. Sie zeigen die gleichmaflige. einer 
Gaufl'schen Kurve foigenden Gro /ten vertei lung gesunder Erythrozyten. 

Beispfel 2 

Herstellung von Leukozyten- und Thrombozyten-freier Erythrozytensuspensionen 

Aus frisch entnommenen Blutkonserven von Dauerspendern wurden filtrierte Erythrozyten gewonnen. 
Zur Filtration wurde ein Erypur-g-2-Filter verwendet, welcher zu einer Leukozytenreduktion des Erythrozy- 
tenkonzentrats von 99,5% fuhrte. Nach der Filtration konnten im ELT 15 praktisch keine Lymphozyten mehr 
nachgewiesen werden, wahrend noch Thrombozyten vorhanden waren. Nach 3maligem Waschen in 
physiologischer NaCI-Losung konnten auch keine Thrombozyten mehr nachgewiesen werden. 

Die filtrierten und mit physiologischer NaCI-Losung gewaschenen Erythrozyten wurden in physiologi- 
scher NaCI-Losung suspendiert und die Gro /ten vertei lung wie in Beispiel 1 beschrieben ermittelt. 

Die Ergebnisse sind in Abbildung 2 wiedergegeben. Sie zeigen, datf die Suspension keine Thrombozy- 
ten und im wesentlichen keine Leukozyten enthalt, wahrend die Erythrozyten nach wie vor der Normalver- 
teilung entsprechen. Die in Abbildung 2 wiedergegebene Kurve diente als Standard fur die Beurteilung der 
in den nachfolgenden Beispielen hergesteilten Erythrozyten. 

Beispiel 3 

Beladung von Erythrozyten mit Raffinose als Modellsubstanz: 
Das Erythrozytenkonzentrat gemafl Beispiel 2 wurde 3mal mit einem Medium gewaschen, welches je Liter 
1,25 g NaCI, 1,8 g KCI, 1,14 g NaH 2 P0 4 * H 2 0, 0,51 g MgCI 2 • 6H 2 0, 2,8 g Natriumlactat und 55 g 
Glucose • H 2 0 enthielt (Sterofundin R B). Die Temperatur des Mediums betrug etwa 4* C. Nach dem letzten 
Waschgang wurde der Uberstand scharf abgezogen und anschlie/tend der Hamatokrit des Erythrozytenkon- 
zentrats auf einen Wert von 78 bis 80% HK eingestellt. 

Jeweils 500 ul dieses Konzentrats wurde in 500 ul Sterofundin R B resuspendiert und bis zur 
Transfektion mindestens 15 Minuten lang im Eisbad auf + 2 ±1 *C aquilibriert. 

Die Suspension wurde anschlie/tend in eine zwischen zwei Elektroden liegende Porationskammer mit 
einer Breite von 0.5 mm uberfuhrtund 80 us lang einer Feidstarke von 3.6 kV/cm ausgesetzt. 

Die Erythrozyten wurden anschlie/tend in einer im Eisbad vorgekuhlten Sterofundin R B-L6sung mit 
einem Gehalt an 5?4 Raffinose. bezogen auf die Gesamtlosung, aufgefangen. Die Mischung wurde 15 
Minuten lang im Eisbad inkubiert und darauffolgend 10 Minuten lang in einer auf 4*C vorgekuhlten 
Zentrifuge bei 500 g zentrifugiert. 

Der Uberstand wurde scharf abgezogen und verworfen. 

Zum Versiegeln wurde das Erythrozytensediment dann in 500 ul einer Lbsung der foigenden Zusam- 
mensetzung suspendiert: 
0.1 Mol Kaliumchlorid 
0.012 Mol Na-di-hydregenphcsphat 
0.01 Mol L-Ascorbinsaure 
0.003 Mol Magnesiumchlorid 

30 Gew.% bezogen auf das Endvolumen der Losung entsalzenes Humanalbumin. 

Oie Temperatur der Losung betrug 37* C und der Ansatz wurde 30 Minuten lang bei 37* C im 
Wasserbad inkubiert. 

Anschlieflend wurden die Erythrozyten uber Nacht im Kuhlschrank belassen und am nachsten Morgen 
die Hamolyserate durch Bestimmungt des freien Hamoglobins nach Simmons (Technical Hematology. 3. 
Auflage. Seite 12, (1980)) gemessen. Es konnte kein freies Hamoglobin nachgewiesen werden. 
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Die Partikelverteilungskurve der versiegelten Erythrozyten ist in Abbiidung 3 dargestellt. Sie zeigt. dafl 
die Groflenverteilung der nach dem erfindungsgema/ten Verfahren beladenen und versiegelten Erythrozyten 
mil der Normafverteilungskurve vbllig identisch ist. 

5 Beispiel 4 



Nachweis der Beladung mit Raffinose 

Die versiegelten Zellen gemafl Beispiel 3 wurden 30 Minuten lang bei 57* C im Wasserbad hamolysiert 
w und anschlieflend das Eiweifl nach dem Verfahren von Carrez ("Methoden der biochemischen Analytik und 

Lebensmittelanatytik mit Fest-Combinationen", Biochemische Anafytik. Lebensmittelanalytik, Boehringer 

Mannheim. Seite 99) ausgefallt. 

Nach Zugeben von 100 ul 0.5 Natronlauge wurde das Gemisch auf Zimmertemperatur abgekuhlt und 

der Niederschlag ineine Eppendorf-Mikroliter-Zentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde zur enzymati- 
;s schen Bestimmung der Raffinose mit a-Galactosidase (Raffinose UV-Test Boehringer Mannheim) verwen- 

det. Als Leerwert wurde der vom letzten Waschgang der versiegelten Erythrozyten vor Hamolyse erhaltene 

Uberstand eingesetzt. Die Extinktionsdifferenz zwischen Leerwert und Metfwert ist proportional der Raffino- 

sekonzentration. 

Die Ablesung erfolgte bei 334 nm, die Extinktion des Leerwertes betrug 0,003 und diejenige der Probe 
20 0,340. 

Das Ergebnis zeigt. dafl die versiegelten Erythrozyten gemaC Beispiel 3 mit Raffinose beladen waren. 
Beispiel 5 



25 Beladung von Erythrozyten mit Inositolhexaphosphat 



30 



Zur Herstellung einer natriumarmen Inositolhexaphosphat-Losung wurden 5 g des handelsublichen stark 
basischen Natriumsalzes (Nai 2 IHP) in 100 ml Aqua dest. gelost. Der pH-Wert dieser Losung betrug 10,6. 
Unter standigem Ruhren wurde solange saures lonenaustauscherharz vom Typ Dowex R 50 W-X 16 (Biorat) 
hinzugefugt, bis ein pH-Wert von 1,4 erreicht war. 

Der lonenaustauscher wurde anschlie/tend uber eine Filterfritte entfernt und das klare Filtrat durch 
Zugeben von ca. 800 ul 10 M KOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. Das erhaltene Kalium- 
Natriumsalz der Inositolphoshorsaure enthielt folgende Elektrolytkonzentrationen: 



35 



Na 



30,5 mVal 
144,28 mVal. 



40 



45 



Die Beladung von Erythrozyten mit Inositolhexaphosphat erfolgte nach dem in Beispiel 3 beschriebenen 
Verfahren mit dem Unterschied, da/3 anstelle der Raffinose die oben beschriebene Inositolhexaphosphatld- 
sung bis zu einer IHP-Konzentration von etwa 5% bezogen auf die Gesamtlosung zugegeben wurde. 

Die GroCenverteilung der nach den Verfahren gemafl Beispiel 3 erhaltenen, mit Inositolhexaphosphat 
beladenen und versiegelten Erythrozyten ist in Abbiidung 4 wiedergegeben. Sie zeigt, da/3 auch die 
Beladung mit dieser bevorzugten Substanz nach dem erfindungsgema/ten Verfahren zu Erythrozyten mit 
normaler Grdfienverteilung fuhrt 



Beispiel 6 

Sauerstoffbindungskurve Inositolhexaphosphat-modifizierter Erythrozyten 

50 

Erythrozyten hergestellt gemafl den Beispielen 3 und 5 wurden jeweils wie in Beispiel 3 beschrieben 
versiegelt und 10 Minuten lang bei 500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde scharf abgezogen. Anschlie- 
flend wurde 3ma! mit 8 ml eiskalter Stabilisatorldsung (handelsubliche CPD-A-Stabilisatorlosung fur Erythro- 
zytenkonzentrate) gewaschen, urn freies Inositolhexaphosphat aus dem Suspensionsmedium zu entfernen. 
55 Nach dem letzten Waschgang wurde die Stabilisatorlosung scharf abgezogen, verworfen und durch 500 ul 
AB-Plasma ersetzt. 

Die Sauerstoffbindungskurven normaler Erythrozyten sowie der nach den Beispielen 4 und 5 hergestell- 
ten Raffinose- bzw. IHP-beladenen Erythrozyten wurden nach Standardverfahren ( vgl. Opitz.E. und H. 
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Bartels: Gasanalyse, in Hoppe-Seyler, Thierfelder, Handbuch der physiologischen und pathologisch-chemi- 
schen Analyse, 10. Auflagen, Bd.ll) erstellt. Die Ergebnisse sind In Abbildung 5 wiedergegeben. 

Sie zeigen, da/3 im Vergleich zur normalen Sauerstoffbindungskurve bereits die Bindungskurve der 
Raffinose-modifizierten Erythrozyten eine Rechtsverschiebung aufweist. Diese war aufgrund der hohen H*- 
5 lonenkonzentration zu erwarten. DemgegenOber zeigt die 0 2 -Bindungskurve der IHP-modifizierten Erythro- 
zyten eine deutlich starkere Rechtsverschiebung, die nur auf das eingeschleuste Inositolhexaphosphat 
zuruckgefuhrt werden kann. 

Beispiel 7 

w 

Rejuveniiisieren der Erythrozyten nach Versiegelung 

500 ul einer iiber Nacht im Kuhlschrank belassenen Erythrozytensuspension gematf Beispiel 3 wurden 
mit 150 ul einer wassrigen Rejuvenilisierungslosung der folgenden Zusammensetzung versetzt: 

15 



Glucose 


3,44 g/l 


Inosin 


26,8 g/l 


Na-Pyruvat 


13,75 g/l 


Adenin 


0,675 g/l 


Di-Na-hydrogenphosphat 7H 2 0 


55,0 g/l 


Benzylalkohol 


10,0 g/l 



und etwa 12 Stunden lang bei 4*C inkubiert 
25 Der Erfolg der Rejuvenilisierung wurde anschlie/iend durch den Nachweis einer ATP-Neusynthese 
uberpruft. 

Die Bestimmung wurde nach H. Adams, "Adenosine 5'-Triphosphate Determination with Phosphoglyce- 
rate Kinase", Methods of Enzymatic Analysis, Bergmeyer, H.U., Akademic. Press., New York. Seiten 539 
bis 543 (1963) durchgefuhrt. 
30 Vor der Messung wurde die jeweilige Erythrozytensuspension dreimal in eiskalter physiologischer 
Kochsalzlosng gewaschen und anschlie/tend eine Eiweitffallung in 12%-iger Trichloressigsaure durchge- 
fuhrt, urn das Hamoglobin und andere Eiwei/Jbestandteile des Erythrozyten aus dem Reaktionsansatz zu 
entfernen. 

Die ATP-Bestimmung wurde an dem klaren Uberstand durchgefuhrt, wobei die ATP-Konzentration der 
35 Erythrozyten in der Ausgangssuspension, der Suspension direkt nach der Versiegelung und ferner nach 
Abschlufl der Rejuvenilisierung bestimmt wurde. 

Die Meflergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle wiedergegeben: 



Nachweis der ATP-Neusynthese von rejuvenilisierten Erythrozyten 


Material 


ATP-Konzentration 


unbehandelte Erythrozyten 


4,21 uMol/g Hb 


versiegelte Erythrozyten 


1,05 uMol/g Hb 


versiegelte und rejuveniliserte Erythrozyten 


4,03 uMol/g Hb 



Die Ergebnisse zeigen. dafl der ATP-Gehalt der Erythrozyten sowohl in der Ausgangssuspension als 
auch in den Suspensionen der versiegelten Erythrozyten nach Rejuvenilisierung im Rahmen der Methoden 
so abhangigen Schwankungsrate identisch ist Bezogen auf den Hamoglobingehalt wurde eine ATP-Neusyn- 
these von fast 3 uMol ATP'g Hamoglobin gefunden. Der Stoffwechsel der rejuvenilisierten Erythrozyten war 
demgemafl in Takt. 

Vergleichsbeisptet 

55 

Beladung von. Erythrozyten durch hypotone Lyse in Dialysemembranen nach Ropars 
Zur hypotonen Lyse in Dialysemembranen wurden 10 ml des Erythrozytenkonzentrats gemafl Beispiel 2 
auf 4 C abgekuhlt und auf einen Hematokritwert von 70% eingestellt. Anschlieflend wurden die Erythrozy- 
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ten in einen zuvor mit dest. Wasser gewasserten Visking Dialyseschlauch (20/32) mit einer Ausschlutfgren- 
ze von 10 000 bis 20 000 Oalton eingefullt. 

Der gefullte Schlauch wurde anschlie/tend 90 Minuten lang bei 4*C gegen 150 ml hypotonen K*- 
Phosphat-Puffer der (5 mM, pH 7,4) dialysiert. Zur Vermeidung einer Sedimentation der Erythrozyten wurde 
der Schlauch mit 6 UpM rotierend bewegt. Nach Abtauf der Lysezeit wurde der Dialyseschlauch zur 
Versiegelung der Erythrozyten in isotone Pufferlosung einer Temperatur von 37* C der folgenden Zusam- 
mensetzung uberfuhrt: 



NaCI 


137,00 mMol 


KCI 


2,6 mMol 


Na 2 HPO* 


7,37 mMol 


KH2PO4 


1.47 mMol. 



Der pH-Wert der Pufferlosung betrug 7,4. 

Zur Versiegelung der Zellen wurde der Schlauch 30 Minuten lang in der oben genannten Pufferlosung 
belassen und wiederum rotierend bewegt. 

Nach der Versiegelung wurden die Zellen in physiologischer NaCI-Losung gewaschen und vorsichtig 
zentrifugiert (500 g), urn mechanische Hamolysen zu vermeiden. Die Gro/tenverteiiung der Partikel wurde 
anschliefiend wie zuvor beschrieben gemessen. Die Partikelverteilungskurve ist in Abbildung 6 dargestellt. 
Sie zeigt, dafl die Gro/tenverteilung der nach dem Ropars-Verfahren beladenen und versiegelten Erythrozy- 
ten wesentlich von der Normalverteilungskurve abweicht. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum Herstellen vitaler Wirkstoff-beladener Humanerythrozyten durch Elektroporation der 
Erythrozytenmembranen, Beladen der porosen Erythrozyten mit dem vorgesehenen Wirkstoff, Versie- 
geln der Membranen und Rejuvenilisieren der Erythrozyten, dadurch gekennzeichnet, datf man 

a) die Elektroporation bei 0 bis 8* C in einem Medium durchfuhrt, dessen Leitfahigkeit 5 bis 8 mS 
betragt und welches eine Osmolaritat von 290 bis 500 Osmol/I aufweist, wobei das Verhaltn s von 
Na :K+-lonen in dem Medium im Bereich von 3:1 bis 1:3 liegt, 

b) die in Stufe a) gewonnenen Erythrozyten bei 0 bis 8*C mit einer Losung des vorgesehenen 
Wirkstoffs inkubiert, 



c) die in Stufe b) gewonnenen Erythrozyten versiegelt, indem man sie bei 36* C bis 41 " C in einem 
Medium inkubiert, das 80 bis 100 mVal I K*-lonen, 0 bis 20 mVal Na*-lonen und 25 bis 35 
Gew./Vol.% Humanalbumin oder Humanalbumin-Ersatzstoff enthalt, und 



d) die in Stufe c) gewonnenen Erythrozyten nach bekannten Verfahren rejuvenilisiert. 

2. Verfahren nach den Anspruchen 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 man die Elektroporation in 
Stufe a) bei einer Feidstarke von 1 bis 6 kV/cm, vorzugsweise 3 bis 4 kV/cm, einer Pulsdauer von 20 
bis 100 us, vorzugsweise 80 us und bei einer Tempertur von 0 bis 4* C, vorzugsweise 2* C durchfuhrt. 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 man in Stufe a) ein Medium 
verwendet, welches etwa 50 g/l Glucose, etwa 54 mMol/l Na\ etwa 24 mMol/1 K\ etwa 2,5 mMol/1 
Mg*\ etwa 51 mMol/1 Cr- etwa 25 mMol/1 Lactat und etwa 7,5 mMol/1 H 2 PO -4 enthalt. 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da!3 man in Stufe b) als 
Wirkstoff einen allosterischen Hamoglobinaktivator verwendet 
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5. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, da/3 man als Wirkstoff Inositolhexaphosphat 
verwendet. 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da/3 man in Stufe c) ein Medium 
verwendet, welches zusatzlich 2 bis 5 mVal/1 Mg 2 *-lonen sowie gegebenenfalls 5 bis 20 mMol/I L- 
Ascorbinsaure enthalt. 

7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Anionen in dem in Stufe 
c) verwendeten Medium durch 1 ,5 bis 2,5 mMol anorganische Phosphationen und der verbleibende Teil 
gegebenenfalls durch Chlorionen gebildet werden 

8. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach den Anspruchen 1 bis 7 mit einem Pulsgenerator 
und einer Porationskammer, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Pulsgenerator elektrische Feldimpulse 
einer Feldstarke im Bereich von 1 bis 6 kV/cm und einer Dauer von 10 bis 100 Mikrosekunden erzeugt. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Porationskammer ein Volumen von 
mindestens 100 ml aufweist. 

10. Vorrichtung nach den Anspruchen 8 Oder 9. dadurch gekennzeichnet, da/3 das Befullen, Entleeren 
Oder Reinigen der Porationskammer automatisch erfolgt. 

11. Vorrichtung nach den Anspruchen 8 Oder 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Porationskammer eine 
Einweg-Kammer ist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Befullen und 
Entleeren der Porationskammer kontinuierlich oder quasi-kontinuierlich erfolgt. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Porationskammer Kammern zur 
kontinuierlichen oder quasikontinuierlichen Durchfuhrung der Verfahrensstufen b) bis d) gema/3 den 
Anspruchen 1 bis 7 nachgeschaltet sind. 
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Abb. 1 
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~wbc histogram 



Normalverteilung von Thrombozyten, Erythrozyten und 
Leukozyten im Histogrammausdruck des ELT 15 

pit Thrombozyten 
rbc Erythrozyten 
wbc Leukozyten 
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Abb. 2 
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Histogrammausdruck einer mit dera ELT 15 gemessenen 
filtrierten und mit physiologischer NaCl-Losung 
gewaschenen Erythrozytensuspension 



rbc Erythrozyten 
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Abb. 3 
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Partikelverteilungskurve raf f inosemodif izierter 
und versiegelter Erythrozyten 
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Abb. 4 
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Partikelverteilungskurve IHP-modif izierter und 
versiegelter Erythrozyten 

rbc Erythrozyten 



EP 0 472 772 A1 



Abb. 5 




Sauerstof fbindungskurven raffinose- und IHP-modif izierter 
Erythrozyten im Vergleich zur normalen Sauerstoff- 
bindungskurve 
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Abb. 6 
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Partikelverteilungskurve nach hypotoner Lyse 
in Dialysemembranen 
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Abb. 7(a) 
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Abb. 7(b) 
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